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(54) Title: BREAD YEAST RESISTANT TO A HIGH SUGAR CONCENTRATION IN THE DOUGH AND TO THE PRESENCE 
OF WEAK ORGANIC ACIDS 

(54) Titre : LEVURES DE PANIFICATION RESISTANTES A UNE CONCENTRATION ELEVEE EN SUCRES DANS LA 
PATE ET A LA PRESENCE D' ACIDES ORGANIQUES FAIBLES 

(57) Abstract: The invention relates to bread yeast strains that are effective in dough with a high sugar concentration, optionally in 
the presence of fungus inhibitors, to fresh or dry bread yeast obtained from said strains, and to the use thereof in bread-making. 

(57) Abrege : Souches de levures de panification, performantes sur pates fortement sucrees, eventuellement en presence d'inhibi- 
teurs de moisissures ; et levures de panification fraiches ou seches obtenues a partir de ces souches et leur utilisation en panification. 
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LEVURES DE PANIFICATION RESISTANTES A UNE CONCENTRATION 
ELEVEE EN SUCRE DANS LA PATE ET A LA PRESENCE D'ACIDES 
ORGANIQUES FAIBLES 

5 DOMAINE DE LaNVENTION 

La presente invention est relative a de nouvelles souches de levures de panification, 
egalement appelees levures de boulangerie, performantes sur pates fortement sucrees, et 
eventuellement en presence d'inhibiteurs de moisissures ; elle vise egalement, en tant que 
10 produits industriels nouveaux, les levures de panification fraiches ou seches obtenues a partir 
de ces souches et leur utilisation en panification. 

DESCRIPTION DE L^ETAT DE LA TECHNIQUE 

15 Actuellement, le marche des produits de panification plus ou moins fortement sucres et/ou 
contenant des inhibiteurs de moisissures repr&ente un pourcentage important du marche 
mondial. 

n existe des souches de levure de panification dites « rapides », adaptees aux p§tes sans Sucre 
ou peu sucrees, c'est-a-dire ne contenant pas plus de 7% en masse de sucre par rapport a la 
20 masse de la farine. Les performances fermentaires de ces levures diminuent fortement lorsque 
la teneur en sucre de la p^te atteint ou depasse 15% en masse par rapport k la masse de la 
farine. 

Les produits cuits de panification, en particulier quand ils sont vendus tranches, sont sujets au 
developpement de moisissures au bout de quelques jours de stockage. En consequence, il est 
25 souvent essentiel d'aj outer a la composition des pains destines a etre tranches, au cours de 
leur fabrication, des agents anti-moisissures ou anti-fongiques appartenant a la famille des 
acides organiques faibles (ayant un pKa de 3 a 6) et de leurs sels, comme I'acide acetique, 
Tacide propionique, Tacide sorbique ou leurs sels, ou d'autres conservateurs utilises de fa9on 
classique dans le domaine de la panification. 
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Ces acides ont xm effet inhibiteur plus ou moins important sm les levures de panification. 
Dans la pratique, c'est le propionate de calcium qui est le plus utilise comme iniiibiteur de 
moisissures en panification. 

5 DEFINITION DE L'INVENTION 

La presente invention permet de remedier au moins partiellement aux effets inhibiteurs d'une 
teneur elevee en sucre(s) dans la pate, eventuellement en presence d'un inhibiteur de 
moisissures tel que decrit ci-dessus. La presente invention est relative a de nouvelles souches 

10 de levure de panification, et de maniere plus generale a ime nouvelle famille de souches de 
levure de panification, correspondant a des levures performantes sur pates sucrees, 
additionnees ou non d' inhibiteurs de moisissures comme les acides organiques faibles et/ou 
leurs sels. Grace aux differentes souches de levure appartenant a cette famille, le. « proof 
time », mesure dans differentes recettes panaires, se trouve diminue par Temploi d'une de ces 

15 nouvelles souches. Le proof time est une mesure couramment utilisee dans le domaine de la 
panification. II est defini comme etant le temps necessaire pour que la pate boulangere 
atteigne une certaine hauteur dans le moule et soit prete a etre cuite. 

Une des nouvelles souches de Saccharomyces cerevisiae ainsi oblenue a ete deposee, le 12 
fevrier 2003 en vertu du traite de Budapest aupres de la CNCM (Collection Nationale de 
20 Cultures de Micro-organismes, Institut Pasteur, 25 me du Docteur Roux, F-75724 Paris 
Cedex 15, France) sous le numero 1-2971. 

Deux autres nouvelles souches de Saccharomyces cerevisiae ainsi obtenues ont ete deposees 
' le 25 novembre 2003 aupres de la CNCM, sous les numeros 1-3 142 et 1-3 143. 

La presente invention conceme les trois souches decrites ci-dessus et T ensemble des souches 
25 appartenant a la meme famille, c'est-a-dire toutes les souches qui partagent les memes 

proprietes que les trois souches decrites ci-dessus, ainsi que toutes les souches qui peuvent 

Stre derivees de cette famille de souches, et en particulier des trois souches deposees, par toute 

transformation quelle qu'elle soit, comme par exemple par un ou plusieurs croisements, par 

mutation (spontanee ou induite) et par transformation genetique. 
30 Comme indique ci-dessus, les avantages des souches suivant Tinvehtion se manifestent en 

particulier quand les levures de boulangerie obtenues par culture desdites souches sont 
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utilisees comme agent de fermentation dans des pates a teneur elevee en sucres et contenant 
eventuellement un inhibiteur de moisissxores tel qu'un acide organique faible et/ou son sel. Les 
levures de boulangerie obtenues avec les souches suivant I'invention peuvent etre 
particulierement interessaotes dans: 
5 • des precedes de panijacation des types NO-TIME DOUGH et SPONGE and 

DOUGH avec des pates contenant entre 12% et 28% de sucres en pourcentage 

du boulanger, avec ou sans inhibiteur de moisissures, 

• des precedes de panification des types NO-TIME DOUGH et SPONGE and 
DOUGH avec des pates contenant entre 12% et 18% de sucres en pourcentage 

10 du boulanger et un inhibiteur de moisissures, ou 

• des procedes de panification des types NO-TIME DOUGH et SPONGE and 
DOUGH avec des pates contenant entre 28% et 45% de sucres en pourcentage 
du boulanger, avec ou sans inhibiteur de moisissures. 

L'utilite des souches suivant Tinvention n'est pas limitee aux applications specifiques citees 
15 ci-dessus. 

La presente invention conceme egalement des levures de boulangerie obtenues par culture 
d'une souche suivant I'invention, et en particulier de telles levures adaptees a la presence 
d'acide organique faible, notamment par un procede d'adaptation tel que decrit ci-apres. 
20 La levure de boulangerie suivant I'invention pent 8tre une creme de levure, une levure pressee 
ou une levure seche. Quand la levure suivant I'invention est une levure seche, elle est de 
preference une levure seche instantanee. 

La presente invention conceme egalement des pates de boulangerie ou pates boulangeres 
contenant une levure de boulangerie suivant I'invention. Les pates suivant I'invention peuvent 

25 contenir au moins 15% de sucre par rapport a la masse de la farine, de preference au moins 
25% de sucre par rapport a la masse de la faiine. En particulier, elles peuvent contenir 40% ou 
plus de sucre par rapport k la masse de la farine. Les pStes suivant I'invention peuvent plus 
generalement Stre des pates dans lesquelles la fermentation se fait sous une pression 
osmotique telle que celle existant dans les pates contenant au moins 15% de sucre par rapport 

30 a la masse de la farine, de preference au moins 25% de sucre par rapport a la masse de la 
farine, voire environ 40% ou plus de sucre par rapport a la masse de la farine. De telles pates 
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suivant 1' invention peuvent egalement contenir des inhibiteiirs de moisissures, de preference 
sous forme d'acides organiques faibles et/ou leurs sels, et encore de preference sous forme de 
propionates, tels que le propionate de calcium. 

La presente invention conceme egalement un procede de preparation d'une pate boulangere 
5 dans lequel on utilise une levure suivant Tinvention comme agent de fermentation. 
L'invention conceme aussi un procede de preparation d'un produit cuit de panification dans 
lequel on cuit tine pdte boulangere selon l'invention, ainsi que les produits de panification 
ainsi obtenus.. . 

10 DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

Un objectif de la presente invention est de foumir des souches, donnant apres culture 
industrielle une levure de panification possedant une tres grande tolerance aux sucres, ou 
encore une tres grande tolerance a une pression osmotique elevee, en presence ou non d'au 
moins un inhibiteur de moisissures, c'est-a-dire des souches de levure adaptees a des 

15 concentrations elevees en saccharose, en glucose, en fructose, ou encore en un melange de ces 
sucres et eventuellement d'autres sucres fermentescibles, en presence ou non par exemple de 
propionate de calcium. 

Les levures, objet de l'invention, ont ete obtenues par croisements systematiques entre elles 
des souches utilisees pour produire des levures de panification du commerce (souches du 

20 commerce) ou des centres de collections publics connues comme . etant tres osmotolerantes et 
des souches du commerce ou des centres de collection publics connues comme etant plutot 
osmotolerantes et peu sensibles a la presence des acides organiques faibles ou de leurs sels, 
utilises comme inhibiteurs de moisissures. Le programme de sporulation et de croisement a 
ete realise selon les techniques classiques, comme celles enseignees dans le chapitre 7 

25 « Sporulation and Hydridization of Yeast » par R.R. Fowell, de I'ouvrage de reference « The 
Yeasts », Volimie 1, edite par A.H. Rose et J. S. Harrison, 1969- Academic Press. 
Les souches obtenues par ce programme d'hybridation ont ete multipliees en laboratoire par 
des methodes conventionnelles, avec adaptation a la presence d'acide(s) organique(s) 
faible(s), conmie enseigne dans le brevet US n° 4 318 991, avec ajout de 0,1 g a 10 g d'acides 

30 carboxyliques aliphatiques a chaine courte, tels que les acides carboxyliques aliphatiques a 2, 
3 ou 4 atomes de carbone, et/ou leurs sels par litre de mout. , 
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Les leviires ainsi obtenues a partir des souches issues du programme de croisement ci-dessus 
defini ont ete selectionnees par des tests de panification en schema NO-TIME DOUGH, 
c'est-a-dire en schema direct. Ce schema ne comporte pratiquement pas de premiere 
fermentation entre un petrissage intensif et la division de la pate, les patens obtenus etant 
fermentes en moule entre 35°C et 40°C, puis cuits. Cette demiere fermentation, qui est la 
fermentation essentielle dans un tel schema, est appelee « proof » en anglais, « appret » en 
fran9ais. Le « proof time » ou temps d'apprSt est deJSni comme etant le temps necessaire pour 
que la pate boulangere atteigne une hauteur doimee dans le moule, correspondant au 
developpement de la pate souhaitee pour qu'elle soit mise au four. 
Les variables dans ces tests de panification ont ete : 

• le pourcentage en masse de sucre par rapport a la farine ; 

• le pourcentage en masse de propionate de calcium par rapport a la farine ; 

• le pourcentage en masse de levure en terme de matieres seches par rapport a la 
farine. 

Tons les pourcentages sont exprimes en pourcentages dits du boulanger, le pourcentage dit du 
boulanger etant ime methode de calcul appliquee aux rapports des ingredients dans laquelle la 
masse totale de la farine represente toujoxrrs 100% et la masse des autres ingredients de la pate 
est calculee par rapport a cette masse de farine. 

Le temoin est une pate obtenue dans les mSmes conditions et avec une meme composition de 
pate, si ce n'est qu'elle est ensemencee avec une levure fabriquee dans les memes conditions 
que les souches testees, avec adaptation a la presence d'acide(s) organique(s) faible(s), mais 
cette fois-ci obtenue avec la souche de levure de boulangerie NCYC 996, deposee a la NCYC 
(National Collection of Yeast Cultures, histitute of Food Research, Norwich Research Park, 
Colney, Norwich, NR4 7UA, United Kingdom), et decrite notamment dans le brevet US n° 4 
396 632. Cette souche est, depuis une vingtaine d'annees, la souche de reference pour obtenir 
des levures de boulangerie commerciales performantes sur pdtes sucrees contenant ou non des 
inhibiteurs de moisissures. 

II est rappele que la reference k un temoin est essentielle pour verifier la bonne execution de 
tout test visant a mesurer Tactivite d'une levure de boulangerie, que cette activite soit 
exprimee en degagement de CO2 ou en un autre parametre tel que le proof time. 
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Les criteres de selection utilises dans une premiere selection ont ete au moins deux des trois 
criteres suivants, et de preference les trois criteres suivants pris en combinaison : 

1. sur pate contenant 15% de sucre (pourcentage du boulanger) avec ou sans ajout 
de 0,4% de propionate de calcium (pourcentage du boulanger), les souches selectionnees 

5 correspondent aux levures de panification donnant un proof time au moins equivalent, c'est-a- 
dire inferieur ou egal au proof time obtenu avec le temoin ; 

2. sur pate contenant 25% de sucre (pourcentage du boulanger) et 0,4% de 
propionate de calcium (pourcentage du boulanger), les souches selectionnees correspondent 
aux levures de panification dormant xm proof time inferieur d'au moins 5% et de preference 

10 d'au moins 10% au proof time du temoin ; 

3. sur pate a 40% de sucre (pourcentage du boulanger), les souches selectionnees 
correspondent aux levures de panification donnant un proof time inferieur d'au moins 20%, 
de preference d'au moins 30% et de preference encore d'au moins 35% au proof time du 
temoin. 

15 Les deux autres criteres de selection ci-apres ont ete utilises dans une deuxieme selection en 
combinaison de maniere complementaire aux trois criteres ci-dessus decrits, la souche 
selectioimee devant en plus satisfaire un de ces deux critdres complementaires : 

1) Les levures de panification obtenues avec une souche issue de la premiere selection 
doivent Stre resistantes au sechage. En d' autres termes, dans les conditions de sechage 

20 decrites dans le brevet EP 051 1108 ou le brevet US 5 741 695, elles ne doivent pas perdre 
plxts de 30% de leur activite fermentative, a matieres seches constantes, mesuree avec le 
fermentometre de Burrows et Harrison dans les tests A5, A'5, As, A'e decrits dans les 
docxunents ci-dessus mentionnees EP 0511108 et US 5 741 695, lesdites conditions de 
sechage et lesdits tests etant rappeles ci-apres. 

25 2) Les levures de panification obtenues avec une souche issue de la premiere selection, 

dans im schema SPONGE and DOUGH, tel que defini dans le livre de reference « Bakers 
Handbook » de E. J. Pyler, public par Sosland Publishing Co., caracterise par une etape 
DOUGH ou il est ajoute 25% de saccharose en masse par rapport a la farine totale mise en 
oeuvre dans le SPONGE and DOUGH, doiment, par rapport a \m DOUGH obtenu dans les 

30 mSmes conditions et ensemence avec une levure de panification obtenue dans les memes 
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conditions avec la souche NCYC 996, nne duree de proof time inferieure d'au moins 20%, de 
preference d'au moins 30% et encore de preference d'au moins 40%. 

Selon la definition ci-dessus, un schema « SPONGE and DOUGH » est un precede de 
panification largement pratique avec deux etapes de fermentation : 
5 - une premiere etape, ou SPONGE, qui correspond a la fermentation d'une pite 

comprenant 50 a 70% de la farine totale mise en ceuvre, une partie de I'eau et la 
totalite de la levure pendant plusieurs heures, en general environ quatre heures, 
- xme seconde etape, ou DOUGH, dans laquelle le SPONGE apres la fermentation 
decrite ci-dessus est combine avec le reste de la farine, le reste de I'eau et les autres 
10 ingredients de la pate (dont la totalite du saccharose), le melange ainsi constitue est 

petri, divise, mis en moule et fermente, cette seconde fermentation en moule 
correspond au proof, sa duree etant le proof time, puis cuit. 
Une variante de 1' invention consiste a utiliser les cinq criteres de selection predefinis 
directement en combinaison et a selectionner les souches repondant a au moins trois de ces 
15 criteres, et de preference a quatre de ces criteres de selection. 

Les precedes de croisement et de selection ci-dessus decrits ont permis de selectionner les 
trois souches deposees au CNCM sous les nimieros : 1-2971, 1-3142 et 1-3143. 
Ces trois souches selectioimees, et les autres souches susceptibles d'dtre selectionnees par 
lesdits precedes de croisement et de selection permettent d'obtenir, au stade industriel, des 
20 nouvelles levures de panification ayant les proprietes definies par les criteres de selection par 
rapport aux levures de panification obtenues avec la souche de reference NCYC 996. 
De maniere generale, lesdites nouvelles levures de panification combinant au moins trois 
proprietes correspondant aux criteres de selection, et de preference quatre proprietes definies 
par les criteres de selection, sont obtenues de la maniere suivante avec les nouvelles souches 
25 de levure selon 1' invention. 

Lesdites souches de levure et la souche de reference NCYC 996 sont utilisees pour la 
fabrication de levures de paoification notamment comme decrit dans le livre de reference 
« Yeast Technology », 2^™® edition, 1991, G. Reed et T.W, Nagodawithana, publie par Van 
Nostrand Reinhold, ISBN 0-442-31892-8. 
30 La fabrication de levure de boulangerie comprend au moins les deux premieres etapes de 
Tensemble des etapes suivantes : 
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multiplication d'line souche pure de levure de boulangerie en plusieurs stades, 
d'abord en semi-anaerobiose, puis en aerobiose, 

separation par centrifugation de la levure de boulangerie ainsi produite de son 
milieu de culture, avec Tobtention d'une « creme de levure » liquide contenant 
environ entre 14 et 25% de matieres seches, voire une quantite plus elevee de 
matieres seches si la creme de levure est melangee avec des produits osmotiques, 
filtration de la creme de levure liquide ainsi obtenue, en general sur un filtre 
rotatif sous vide et obtention d'une levure fraiche deshydratee contenant de 26% a 
35% de matieres seches, 

malaxage de ladite levure firaJche deshydratee en vue de Tobtention d'une masse 
bien homogene, 

extrusion de la levure ainsi obtenue et obtention d'une levure pressee sous formes 
de pains de levure firaSche ou de levure fraiche emiettee, commercialisees a 
environ 30% de matieres seches, ou, si la levure est destinee a etre sechee, sous 
forme de particules, en general de granxiles. 

sechage de maniere menagee, dans xm courant d'air chaud, par exemple par 

fluidisation, des particules de levures obtenues par extrusion, 

emballage. 

De preference, les nouvelles levures selon T invention sont adaptees, lors de leur dernier stade 
de multiplication au stress du aux acides organiques faibles, par des procedes connus, comme 
le procede decrit dans le brevet US n° 4 318 991, avec ajout de 0,1 g a 10 g d' acides 
carboxyliques aliphatiques a chaine courte, tels que les acides carboxyliques aliphatiques a 2, 
3 ou 4 atomes de carbone, et/ou leurs sels, par litre de mout. Ce procede d' adaptation peut 
eventuellement etre combine avec un procede du type decrit dans le brevet US n° 4 346 115, 
dans lequel, lors du dernier cycle de multiplication de la levure, on applique une coulee 
discontinue de melasse, ladite coulee discontinue etant de preference constitute par de breves 
interruptions, par exemple : coulees de melasse pendant 5 a 10 minutes suivies d'interruptions 
de coulee de 5 a 10 minutes. 

De maniere recapitulative, les objets de la presente invention sont : 

• chacune des trois nouvelles souches deposees a la CNCM sous les numeros 1-2971, 1- 
3142, 1-3143. 
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• les souches appartenant a la meme faniille de souches que ces trois souches, c'est-a- 
dire : 

- les souches susceptibles d'etre obtenues par le meme precede de croisement et le 
meme precede de selection que ces trois souches, 

— les souches partageant les mSmes proprietes que ces trois souches ; 

• les souches obtenues a partir de Tune des souches ci-dessus definies, notamment par 
un ou plusieurs croisements ou par mutation ; 

• les nouvelles levures de paniflcation obtenues par culture d'une des souches ci-dessus 
definies ; 

• les nouveaux produits de panification obtenus avec les souches ci-dessus definies. 

TESTS A^, A^^, Ai,. A^^ DECRITS DANS EP 0511108 ET US 5 741 695 

Les tests A5, A' 5, As et A' 6 utilises selon le premier critere de la deuxieme selection sont 
realises a I'aide du fermentometre de Burrows et Harrison decrit dans le « Journal of Institute 
of Brewing », vol. LXV, No. 1, janvier-fevrier 1959 et sont exactement definis de la maniere 
suivante. 

Test Aj^rievures pressees fraiches") 

A 20 g de farine incubee a 30°C, on ajoute 4 g de saccharose et ensuite on ajoute un poids de 
levure pressee correspondant a 160 mg de matieres seches, cette levure etant delayee dans 15 
ml d'eau contenant 27 g de NaCl par litre et 4 g de S04(NH4)2 par litre ; on malaxe a Taide 
d'une spatule pendant 40 secondes, de maniere a obtenir une pate que Ton place au bain- 
marie regie a 30°C ; treize minutes apres le debut du malaxage, le recipient contenant la pate 
est ferme hermetiquement ; la quantite totale de gaz produit est mesuree apres 60, puis 120 
minutes ; cette quantite est exprimee en ml a 30° C et sous 760 mm Hg. 

Pour toutes les levures susceptibles de doimer en 120 minutes un degagement gazeux egal ou 
superieur a 150 ml de CO25 la quantite de sucres fermentescibles apportees uniquement par la 
farine est limitante ; en consequence, le test est modifie de la maniere suivante : on ajoute un 
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poids de levure correspondant a 106 mg de matieres seches levure, au lieu de 160 mg, et la 
lecture de la quantite de gaz produite est pax convention multipliee par 1,5, 

Test A's^devures seches^ 

5 

Identique a Tessai A5, mais prealablement au malaxage, on rehydrate en 15 minutes les 160 
mg de matieres seches levure qui se presentent sous forme de levure seche active dans de 
I'eau distillee, a 38°C ; on utilise a cet effet 40% du volume d'eau d'hydratation mis en 
oeuvre ; le complement en eau, additionne de 405 mg de NaCl, est ajoute a Tissue des 15 
10 minutes de rehydratation. 

Test A^devures pressees firaiches') 

A 25 g de farine incubee a 30°C, on ajoute 6,5 de sucre glace et un poids de levure pressee 
15 correspondant a 320 mg de matieres seches (au lieu des 20 g de farine incubee a 30*^C, des 4 g 
de saccharose et du poids de levure pressee correspondant a 160 mg de matieres seches dans 
le test As), ensuite on procede comme pour Tessai A5. 

Test A'fi flevxires seches) 

20 

Essai identique k I'essai As, en procedant pour rehydrater les 320 mg de matieres seches 
levure soxis forme de levure seche active comme pour Tessai A'5. 

CONDITIONS DE SECHAGE ENSEIGNEES PAR EP 0511108 ET US 5 741 695 

25 

Pour le premier critere de la deuxieme selection, les conditions de sechage sont celles 
enseignees par EP 051 1 108 et US 5 741 695. 

Pour preparer la levure seche active, les souches sont cultivees en milieu concentre, c'est-a- 
dire dans un milieu ou le poids total du mout en fin de culture par rapport a la quantite de 
30 melasses coulee est de Tordre de 4,7 a 5,5 avec un taux de multiplication horaire moyen de 
Tordre de 1,17 a 1,18, de maniere a obtenir des levures pressees a 30-35% de matieres 
seches ayant : 
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• line quantite de bourgeons inferiexire a 5%, 

• une teneur en azote sur matieres seches de I'ordre de 7,9 a 8,3? 

• ' une teneur en P2O5 sur matieres seches de Tordre de 2,7 a 2,8, 

• une teneur en trehalose sur matieres seches de Tordre de 10 a 13%, de preference de 
5 Tordre de 12 a 13%. 

Cette levure fraiche est sechee par im sechage rapide menageant en presence d'un emulsifiant, 
par exemple en presence de 1,5 % de monostearate de sorbitan. 

L'exemple suivant sert a illustrer la presente invention et ses avantages, sans pour autant la 
10 limiter. 

EXEMPLE ; TESTS PTi ET PT^ 

Dans les tests PTi et PT2, on mesure, dans un procede de panification donue et avec des 
15 recettes donnees, Tecart en proof time entre, d'une part, une levure firaiche adaptee obtenue 
avec la souche a evaluer et, d' autre part, une levure firaiche adaptee obtenue avec une souche 
temoin, les deux levures fraiches etant obtenues avec un meme procede de fabrication. 

Le procede de fabrication de levures firaJches adaptees de panification utilise dans les tests 
20 PTi et PT2 correspond au procede classique de fabrication de levure de boulangerie comme 
decrit ci-dessus, et comprend lors de la deniiere etape de culture une adaptation au stress du a 
la presence d'acides organiques faibles selon les enseignements combines des brevets US 
n°4 318 991 etn°4 346 115, 

25 Ledit procede d'obtention de levures fraiches adaptees a 32% de matieres seches est utilise 
sur la souche temoin NCYC 996 (souche de reference pour T application visee) et sur les deux 
nouvelles souches 1-2971 et 1-3143. 

Les trois levures fraiches de panification a 32% de matieres seches ainsi obtenues ont ete 
30 utilisees dans les tests PTi et PT2, dans un m6me procede de panification de type No Time 
Dough. 
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Deux recettes differentes ont ete testees : la recette 1 selon le test PTi contenant 25% en 
masse (pourcentage du boulanger) de saccharose et 0,4% en masse (pourcentage du 
boulanger) de propionate de calcium et la recette 2 selon le test PT2 contenant 40% en masse 
(pourcentage du boulanger) de saccharose. 

Les recettes utilisees dans les deux tests et exprimees en pourcentage du boulanger sont 
donnees dans le tableau 1. 



Ingredient 


Recette 1 (test PTi) 


Recette 2 (test PT2) 


Farine 


100 


100 


£au 


50 


44 


Levxire 


6 


9 


Matieres grasses 


7,5 


7,5 


Ameliorant 


1 


1,5 


Saccharose 


25 


40 


Sel 


1,7 


1,7 


Propionate de calcium 


0.4 





Tableau 1 



L'ameliorant apporte le melange d'oxydants et de reducteurs, les enzymes ainsi que les 
emulsifiants classiques permettant une optimisation du processus de fabrication de ce schema 
de pardfication en No Time Dough, xme bonne qualite et une bonne conservation des pains 
obtenus. 

Le protocole d'essai applique aux deux recettes ci-dessus dans les deux tests PTi et PT2 est le 
suivant : 

1 . Peser les 6 ou 7 ingredients solides. 

2. Mesurer la temperature ambiante et la temperature de la farine. 

3. Regler la temperature de Teau de maniere a obtenir une temperature de pate de 
2T0 +A 0.5°C. 

4. Placer les ingredients dans ime cuve Mac Duffy® d'un petrin HobartA200®. 

5. Melanger lentement en 1^^® vitesse pendant 1 min, 

6. Demarrer le petrissage selon le programme suivant : 
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* en 1^^^ Vitesse pendant 5 min 

* laisser reposer pendant 5 min 

* en 2^"*^ Vitesse pendant 5 min. 

7. Obtention d'une pate ayant une temperature de 27°C +/- 0.5°C. 

8. Pointage de la masse a 23 °C pendant 10 min. 

9. Division en patons de 320 g. 

1 0. Bouler peu serre et couvrir. 

1 1 . Laisser reposer pendant 1 0 min. 

1 2. Fa5onnage de la pate. 

13. Mise en monies des patons de 320 g (dimensions : base du moule de 185x75 mm ; 
haut du moule de 200x90 rrnn ; hautexir du moule de 75mm) 

14. Determination du temps d'appret ou du proof time dans un incubateur Stericult® 
a 35°C pour le test PTi a 40°C pour le test PT2 et 90% d'humidite relative. Le 

, proof time est le temps entre la mise dans 1' incubateur et le moment ou la pate 
atteint une hauteur de 85mm dans le moule. 

15. Cuisson dans un four a balancelle REED® a 190 °C pendant 22 min. 

16. Mesure du volume des pains apres un rejfroidissement d'au moins ime heiire et 

appreciation de la note des pains obtenus. 
Les ecarts de proof time entre, d'une part, la levure firaiche adaptee obtenue a partir de la 
souche temoin NCYC 996, et, d' autre part, les levures fraiches adaptees obtenues 
respectivement a partir de la souche CNCM 1-2971 et a partir de la souche CNCM 1-3143 
selon rinvention sont donnes dans le tableau 2 ci-dessous. 





Recette 1 (test PTi) 


Recette 2 (test PT2) 


Levure firaiche temoin 


T 


T 


Souche NCYC 996 






Lewire fraiche 


-11% 


-25% 


Souche CNCM 1-2971 






Levure firaiche 


-5% 


-35% 


Souche CNCM 1-3143 







Tableau 2 
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Des resultats analogues ont ete observes avec les levures seches correspondantes. 

Les tests PTi et PT2 peuvent egalement etre utilises pour la selection de mutants ou de 
croisements issus des trois souches 1-2971, 1-3142 et 1-3143. 

5 

Ainsi, quand les souches de Saccharomyces cerevisiae suivant T invention sont des souches 
obtenues par un ou plusieurs croisements des trois souches deposees citees ci-dessus ou des 
souches obtenues par ime ou plusieurs mutations d'une desdites souches, lesdites souches 
(croisements ou mutants) sont de preference des souches donnant dans le test PT2 une baisse 
10 de proof time par rapport a la souche temoin NCYC 996 au moins egale a 80% de la baisse de 
proof time obtenue dans le test PT2 avec la souche 1-2971 par rapport a ladite souche temoin 
NCYC 996, de preference au moins 85% et encore de preference au moins 90% de la baisse 
de proof time obtenue dans le test PT2 avec la souche 1-2971 par rapport a la souche temoin 
NCYC 996. 

15 
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REVENDICATIONS 

1. Souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 12 fevrier 2003 aupres de la CNCM 
sous le numero 1-2971 . 

2. Souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 25 novembre 2003 aupres de la CNCM 
sous le numero 1-3142. 

3. Souche de Saccharomyces cerevisiae deposee le 25 novembre 2003 aupres de la CNCM 
sous le numero 1-3143. 

4. Souche de Saccharomyces cerevisiae obtenue par un ou plusieurs croisements des 
souches selon les revendications precedentes 

5. Souche de Saccharomyce cerevisiae obtenue par mutation d'une souche selon Tune des 
revendications 1 a 3. 

6. Souche suivant Tune des revendications 4 et 5, donnant dans le test PT2 xme baisse de 
proof time par rapport a la souche temoin NCYC 996 au moins egale a 80% de la baisse 
de proof time obtenue dans le test PT2 avec la souche 1-2971 suivant la revendication 1 
par rapport a ladite souche temoin NCYC 996, de preference au moins 85% et encore de 
preference au moins 90% de la baisse de proof time obtenue dans le test PT2 avec la 
souche 1-2971 par rapport a la souche temoin NCYC 996. 

7. Levure de boulangerie obtenue par culture d'une souche selon Tune quelconque des 
revendications precedentes. 

8. Levixre de boulangerie suivant la revendication 7, obtenue par culture de la souche avec 
adaptation a la presence d'acide organique faible. 

9. Levure de boulangerie suivant I'une des revendications 7 et 8, caracterisee en ce que la 
levure est une levure choisie parmi les cremes de levure, les levures pressees et les 
levures seches. 

10. Levwe suivant la revendication 9, caracterisee en ce que la levure est une levure seche, 
de preference une levure seche instantanee. 

11. P9te boulangere contenant une levure de boulangerie selon Pxxne quelconque des 
revendications 7 a 10. 
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12. Pate boulangere selon la revendication 11 dans laquelle la fermentation se fait en 
presence d'une pression osmotique telle que celle existant dans les pates contenant au 
moins 15% de sucre par rapport a la masse de la farine, de preference au moins 25% de 
Sucre par rapport a la masse de la farine et encore preferentiellement 40% ou plus de 
Sucre par rapport a la masse de la farine. 

13. pate boulangere selon la revendication 12 caracterisee par le fait qu'elle contient des 
inhibiteurs de moisissures, de preference sous forme d'acides organiques faibles et/ou 
leurs sels, et encore de preference sous forme de propionates. 

14. Procede de preparation d'une pate boulangere comprenant, Tutilisation d'une levure 
suivant I'une quelconque des revendications 7 a 10. 

15. Procede de preparation d'un produit cuit de panification comprenant la cuisson d'une 
pate boulangere selon Tune des revendications 11 a 13. 

16. Produit de panification susceptible d'etre obtenu par le procede selon la revendication 
15. 
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Cadre II Observations - lorsquil a 6t4 estim^ que oertaines revendi cations ne pouvaient pas faire Tobjet d'une rechercti 
(suite du point 2 de la premiere feuille) 



Conform Anient a Particle 17.2)a), certalnes revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs sulvants: 

1. I I Les revendications 

se rapportent a un objet a I'^gard duquel radministration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. Pn Les revendications n°^ 7-16 (partially) 

se rapportent h des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrltes pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee. en particulier: 

voir FEUILLE ANNEXEE PCT/ISA/210 



3. I I Les revendications 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 



Cadre HI Observations - lorsqu'il y a absence d'unit^ de Tinvention (suite du point 3 de la premiere feuille) 



L*admlnistration chargde de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir: 

voir feuille supplemental re 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
^ — ' Internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
justifiant une taxe additionnelle, I'admi nistration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. Comme une partle seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
' — ' rapport de recherche inlernationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont 6te payees, a savoir 
les revendications n °^ 



4. yr Aucune taxe additionnelle demandee n*a ete pay§e dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

' ' de recherche internationale ne porte que sur I'invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couverte par les revendications n 

1, 7-16 (parti ell ement) 



Remarque quant a la reserve [ [ Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposar ■ 

[ I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort! d'aucune reserve. 
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Suite du cadre II. 2 

Revendications nos.: 4-6, 7-16 (partially) 



Les revendications 4-5 presentes ont trait a une tres grande variete de 
souches de Saccharomyces cerevisiae. Les caracterl stiques "obtenue par 
un ou plusieurs crolsements des souches selon les revendications 
precedentes" (revendicatlon 4) et "obtenue par mutation d'une souche 
selon Tune des revendications 1-3" (revendiation 5) mene a un manque de 
clarte (Article 6 PCT) d'une importance telle qu'une recherche 
significative de I'objet de ces revendications devient impossible. Des 
caracterl stiques distinctives des dites souches n'ont pas ete indiquees 
dans les dites revendications. 

La revendicatlon 6 presente a trait a une souche de levure definie en 
faisant reference a une caracterl stique ou propriete souhaitable, 
a savoir un temps d'apprit sped fi que par rapport a une souche de levure 
de reference. La revendicatlon couvre toutes les souches de levure 
presentant cette caracterl stique, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de TArticle 6 PCT et/ou un expose au sens de 
r Article 5 PCT que pour un nombre tres limite de telles souches de 
levure. Dans le cas present, la revendicatlon manque de fondement et la 
demande manque d'expose a un point tel qu'une recherche significative 
sur tout le spectre couvert par la revendicatlon est impossible. 
Independamment des ralsons evoquees c1-dessus, la revendicatlon manque 
aussi de clarte. En effet, on a cherche a definir la souche de levure au 
moyen du resultat a atteindre. Ce manque de clarte est, dans le cas 
present, de nouveau tel qu'une recherche significative sur tout le 
spectre couvert par la revendicatlon est impossible. 

En consequence, la recherche a ete effectuee pour les parties de la 
demande qui apparaissent etre claires, c'est-a-dire les revendications 
1-3, et les revendications 7-16 pour autant qu'elles se referent aux 
revendications 1-3. 



L'attention du deposant est attiree sur le fait que les revendications 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n'a 
ete etabli ne peuvent faire obi igatoirement I'objet d'un rapport 
preliminaire d'examen (Regie 66.1(e) PCT).Le deposant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par I'OEB agissant en qualite d' administration 
chargee de 1 'examen preliminaire international est, normalement, de ne 
pas proceder a un examen preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait 
rob jet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, Independamment 
du fait que les revendications aient ou n'aient pas ete modifiees, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une quelconque 
procedure sous le Chapitre II. Si la demande devait etre poursuivie dans 
la phase regionale devant rOEB, 11 est rappele au deposant qu'une 
recherche pourralt etre effectuee durant la procedure d'examen devant 
rOEB (voir Directive OEB C-VI, 8.5) a condition que les problemes ayant 
conduit a la declaration conformement a I'Article 17(2) PCT aient ete 
resolus. 



Demande Internationale No. PCT/EP2005 /000860 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ £10 



L' administration chargee de la recherche Internationale a trouve 
plusieurs (groupes d') inventions dans la demande Internationale, 
a savoir: 

1. revendlcations: 1, 7-16 (partiellement) 

Souche de Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-2971, levure, pate 
boulangere, precede et produit de panifi cation I'incorporant 



2. revendications: 2, 7-16 (partiellement) 

Souche de Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3142, levure, 
pate boulangere, precede et produit de panlfication 
1 Mncorporant 



3. revendications: 3, 7-16 (partiellement) 

Souche de Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-3143, levure, pate 
boulangere, procede et produit de panlfication I'incorporant 
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